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RESUMO: Objetivo: Estudar o efeito da N-acetilcisteína (NAC) na isquemia hepática. Método: Trinta e oito ratos machos EPM-
1 Wistar foram distribuídos em quatro grupos. Nos Grupos 1 e 2 foi realizado 30 min de clampeamento do hilo hepático, e nos Grupos
3 e 4 os animais foram submetidos a 30 minutos de isquemia sem clampleamento do ducto biliar. Os animais dos Grupos 2 e 4
receberam 150mg.Kg-1 de NAC, endovenoso, 15 minutos antes do procedimento. Colheu-se sangue antes do procedimento e após
o clampeamento do pedículo para a dosagem enzimática. Amostras de fígado foram coletadas para dosagem de glutationa, microscopia
óptica e eletrônica. No estudo estatístico aplicaram-se testes não paramétricos, p< 0,05. Resultados: O aumento das enzimas foi
menor quando se administrou NAC, sendo semelhante na ausência do clampeamento da via biliar. À microscopia óptica houve
diferença significante dos grupos S/NAC X C/NAC, mostrando que o grupo C/NAC manteve a arquitetura do parênquima durante a
isquemia, independente do clampeamento do ducto biliar. Na microscopia eletrônica os grupos C/NAC e os sem clampeamento do
ducto biliar apresentaram arquitetura celular preservada. A NAC não alterou a relação de glutationa reduzida/ glutationa oxidada
(GSH/GSSG). Conclusões: A NAC é capaz de proteger o parênquima hepático durante a isquemia normotérmica e propõe-se que o
mecanismo seja por reação direta da NAC com o óxido nítrico (NO) (Rev. Col. Bras. Cir. 2005; 32(4): 168-172).
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INTRODUÇÃO
Durante a interrupção do aporte sangüíneo para um
tecido promove-se hipóxia das células, iniciando-se uma se-
qüência de eventos bioquímicos, quais sejam a parada do
funcionamento da cadeia respiratória1. A manobra de Pringle
tem sido empregada pelos cirurgiões nas ressecções e trau-
mas hepáticos, promovendo uma isquemia durante o ato ope-
ratório. Dependendo do tempo de oclusão do pedículo hepá-
tico ocorre lesão tecidual que evolui à insuficiência hepática2.
A isquemia hepática total produzida por esta manobra tem
sido utilizada nos estudos em animais de experimentação as-
sociada com a derivação vascular, no intuito de prevenir os
eventos patológicos em outras áreas, que advêm dessa
isquemia, tais como a congestão esplâncnica e a isquemia
intestinal, com conseqüente endotoxemia, que evolui com o
choque e a morte do animal 1, 3.
Na lesão hepática isquêmica é importante salien-
tar o componente da estase biliar, além da oclusão vascular,
no emprego da manobra de Pringle 3, uma vez que os sais
biliares alteram a permeabilidade da membrana celular cau-
sando dano ao parênquima hepático 4, 5. Desta forma, es-
clarecendo-se os mecanismos de ocorrência da lesão, pode-
se alterar sua evolução empregando estratégias de prote-
ção ao órgão. Destaca-se o emprego de substâncias que,
por diferentes mecanismos de ação, promovem uma redu-
ção do dano celular, seja atuando como antioxidante ou
minimizando a ação dos produtos decorrentes da fase
isquêmica6. Estas substâncias agem diminuindo a concen-
tração ou neutralizando as espécies reativas de oxigênio e
nitrogênio, ou por inibirem a sua formação ou por facilita-
rem o seu desaparecimento7.
Entre os antioxidantes, a glutationa, que é um tiol de
baixo peso molecular, está descrita como efetiva na fase de
isquemia. Outro tiol de baixo peso molecular, a N-acetilcisteína
(NAC) tem seu uso terapêutico consagrado na hepatite tóxica
pelo acetaminofen. Nesta condição, a NAC protege o fígado
por induzir um aumento da glutationa hepática, que serve
como substrato para a inativação e conjugação de substânci-
as estranhas ao organismo8. Ademais, a NAC tem sido empre-
gada na prática clínica em situações de instabilidade
hemodinâmica, a fim de proteger os tecidos, quais sejam, pul-
monar, cardíaco, renal e hepático, que são comprometidos
pelo fenômeno de isquemia seguida de reperfusão9. A NAC
Medeiros et al. Avaliação da Lesão Isquêmica Normotérmica do Fígado
169
Vol. 32 - Nº 4, Jul. / Ago. 2005
age como um antioxidante e também está descrito que é capaz
de melhorar o fluxo sangüíneo na microcirculação10.
O propósito deste estudo foi avaliar a lesão de
isquemia hepática normotérmica, verificando a participação
da estase biliar e a modulação dessa lesão pela N-acetilcisteína.
MÉTODO
Foram utilizados 38 ratos, da linhagem EPM-1 Wistar,
machos, com peso médio de 280 g, com idade entre três e
quatro meses. Os animais foram fornecidos pelo Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e
Biologia da UNIFESP-EPM. A amostra foi distribuída, em qua-
tro grupos experimentais da seguinte forma: grupo 1 (oito ani-
mais, veículo- SG 5%, com 30 min de isquemia); grupo 2 (10
animais, com NAC, com 30 min de isquemia); grupo 3 (10 ani-
mais, com NAC, com 30 min de clampeamento das estruturas
vasculares, sem a oclusão do ducto biliar) e grupo 4 (10 ani-
mais, veículo- SG 5%, com 30 min de clampeamento das estru-
turas vasculares, sem a oclusão do ducto biliar).
Para estudar o efeito do clampeamento do ducto biliar
foram comparados os grupos 1 e 2 com os grupos 3 e 4, res-
pectivamente.
Após pesagem, os animais foram anestesiados com
uma associação de fármacos: xilazina (25 mg / Kg-1) e cetamina3
(50 mg / Kg-1) por via intramuscular, na região lateral da pata
traseira direita. Considerou-se anestesiado o animal quando
ocorreu perda do reflexo córneo-palpebral e ausência do refle-
xo de retirada ao estímulo doloroso por preensão da pata tra-
seira contra-lateral.
Foi realizada laparotomia mediana e para as dissec-
ções utilizou-se o microscópio cirúrgico no aumento de 10
vezes e instrumental microcirúrgico. Identificou-se a veia cava
caudal e isolou-se este vaso abaixo das veias renais. Neste
momento, realizou-se a primeira coleta de sangue (1mL).
A seguir, a NAC foi administrada na dose de 150 mg/
kg aos animais dos grupos 2 e 4, 15 minutos antes do
clampeamento hilar. Procedeu-se a identificação e dissecção
do pedículo hepático, com isolamento do ducto biliar. Em se-
guida posicionou-se um clampe englobando todos os elemen-
tos do pedículo hepático, nos animais dos grupos 1 e 2 e
excluindo o ducto biliar, nos animais dos grupos 3 e 4. O tem-
po de isquemia foi de  30 minutos para todos os animais.
Ao final do tempo de isquemia foi realizada a 2ª cole-
ta de sangue e enviado para o laboratório de análises clínicas
da Técnica Operatória e Cirurgia Experimental da UNIFESP-
EPM. Foram determinados os valores da atividade das se-
guintes enzimas: aspartato aminotrasferase, alanina
aminotransferase, desidrogenase lática, e a concentração da
bilirrubina total, direta e indireta, por método automatizado
(COBAS-MIRA).
A morte dos animais foi produzida por
exsangüinação, quando se retirava o fígado do animal ainda
anestesiado. O fígado  removido era submetido à cortes de
aproximadamente 1cm x 1cm que foram conservados em solu-
ção de formaldeído à 10%, para avaliação à microscopia óptica.
O tecido foi submetido às técnicas histológicas e corado pela
técnica de hematoxilina-eosina e analisada a presença ou au-
sência de congestão da veia centro-lobular, espaço porta e
sinusóides hepáticos, bem como a presença de vasodilatação.
Os achados foram graduados, de acordo com a sua intensida-
de, em discreta, moderada e acentuada.
Outros fragmentos de fígado (0,5 cm x 0,5 cm) foram
conservados em glutaraldeído a 4°C e encaminhados para a
microscopia eletrônica. As alterações do citoplasma, do nú-
cleo e das organelas intra-citoplasmáticas, quais sejam retículo
endoplasmático, mitocôndrias e lisossomos no período de
isquemia foram analisados, sob o ponto de vista descritivo.
Foram obtidos fragmentos do parênquima hepático
e congelados a –80°C, para a dosagem de glutationa. Aproxi-
madamente 0,2 g do tecido hepático foi homogenizado e sub-
metido à cromatografia líquida de alta resolução (HPLC). Para
comparação foram utilizados padrões de glutationa reduzida
(GSH) e glutationa oxidada (GSSG) na concentração de 0,1mM.
Para a análise dos resultados foram aplicados os se-
guintes testes:
1. Teste de Wilcoxon para comparar, os valores
bioquímicos pré e pós-operatórios.
2. Teste de Mann-Whitney para comparar as mesmas
dosagens bioquímicas, entre os dois grupos de estudo.
Fixou-se em 0, 05 ou 5% (a < 0, 05) o nível de rejeição
da hipótese de nulidade, assinalando-se com um asterisco (*)
os valores significantes.
RESULTADOS
O aumento das enzimas aspartato aminotransferase,
alanina aminotransferase  e desidrogenase lática , bem como a
concentração de bilirrubina total, foi menor quando se admi-
nistrou a NAC, sendo semelhante na ausência do
clampeamento do ducto biliar.
À microscopia óptica houve diferença significante
dos grupos S/NAC X C/NAC, mostrando que o grupo C/NAC
manteve a arquitetura do parênquima durante a isquemia, in-
dependente do clampeamento do ducto biliar. Na microscopia
eletrônica os grupos G2 (C/NAC e com clampeamento da tríade
portal) e o G4 (C/NAC e sem clampeamento do ducto biliar)
apresentaram arquitetura celular preservada sem demonstrar
diferença significante.
A NAC não alterou a relação de glutationa reduzida/
glutationa oxidada (GSH/ GSSG ).
DISCUSSÃO
O modelo de isquemia total sem derivação porto-
sistêmica no fígado, durante 30 minutos, simula a manobra de
Pringle 3, utilizada nas ressecções hepáticas e nos transplan-
tes. Entretanto, variações do procedimento operatório como a
oclusão das estruturas vasculares sem o clampeamento do
ducto biliar, ou a utilização de substâncias protetoras da lesão
de isquemia, como a NAC, tem efeitos no sucesso do procedi-
mento e no pós-operatório. Isto ocorre porque a lesão de
isquemia evolui à morte celular e perda da função do órgão,
decorrente do colapso na produção de energia pela cadeia
respiratória, mobilização dos depósitos de cálcio e  perda da
função das membranas2, 10.
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A lesão de isquemia e reperfusão ocorre como um
conjunto sequencial de modificações patológicas para o esta-
belecimento do dano tecidual. Entretanto, tanto os mecanis-
mos envolvidos, quanto as possibilidades de intervenção são
diferentes em cada fase. Em particular, a condição tecidual
resultante da fase isquêmica interfere na reatividade precoce
do tecido à reperfusão, seja pela quantidade de espécies
reativas que se formam localmente, seja pela capacidade de
eliminação dessas substâncias ou de regeneração do tecido
viável remanescente 4, 7, 11.
Os resultados apresentados na microscopia óptica
mostram que a administração de NAC promove uma preserva-
ção morfológica e funcional do tecido durante a fase isquêmica.
É possível observar uma manutenção da arquitetura tecidual
do fígado, com a veia centro-lobular sem dilatação, capilares
sinusóides sem alterações, mostrando uma ação protetora ao
tecido na fase isquêmica, corroborando os achados de Sébe
11
. À ultraestrutura, a proteção foi evidenciada por uma menor
deterioração do hepatócito, como mostrado nas Figuras 2 e 4.
Entre as modificações estruturais alvo da proteção
pela NAC, destaca-se o aumento do tamanho das mitocôncrias,
a destruição das cristas mitocondriais, o aumento do número
e volume de lisossomas (Figuras 1 e 3). Este conjunto de alte-
rações é considerado marcador do processo de necrose da
célula, responsável pela lise do conteúdo das organelas celu-
lares. A menor destruição celular implica na menor liberação
de enzimas celulares na circulação.
Como verificado por Shibayama et al. 12, encontra-
mos aumento da atividade das enzimas aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase e desidrogenase
lática. Segundo Shibayama, este aumento relaciona-se com o
dano celular hepático.
A oclusão da via biliar pode ampliar o dano, segundo
Pastor et al. 5. Nossos resultados não corroboram esta hipóte-
se, pois não foi possível verificar esta proteção diferencial da
NAC nos grupos com e sem clampeamento da via biliar na
análise morfológica, na ultra-estrutura (Figura 1 a 4), nos valo-
res de atividade enzimática ou de concentração plasmática de
Figura 1 - Eletromicrografia do Grupo 1. Hepatócitos com núcleo
rico em heterocromatina, citoplasma com áreas eletrotranslucentes,
mitocôndrias mais concentradas e próximas do núcleo, algumas em
cristólise, retículo endoplasmático granular e aumento do número
de vesículas eletrodensas. X 6800.
Figura 4 - Eletromicrografia do Grupo 4. Hepatócitos íntegros de
forma poliédrica, núcleo esférico e central, rico em eucromatina,
citoplasma contendo mitocôndrias, retículo endoplasmático granu-
lar e vesículas eletrodensas. X 6600.
Figura 3 - Eletromicrografia do Grupo 3. Hepatócitos com núcleo
rico em heterocromatina, citoplasma com áreas eletrotranslucentes,
sugestivas de necrose, mitocôndrias mais concentradas e próximas
do núcleo, algumas em cristólise, retículo endoplasmático granular
e aumento do número de vesículas eletrodensas. X 6600.
Figura 2 -  Eletromicrografia do Grupo 2. Hepatócitos
íntegros de forma poliédrica, núcleo esférico e central, rico
em eucromat ina ,  c i toplasma contendo mi tocôndr ias ,
retículo endoplasmático granular e vesículas eletrodensas.
X 6800.
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bilirrubina . Provavelmente os efeitos da NAC sobre a
peroxidação lipídica aumentada na vigência de estase biliar,
sugeridos por Pastor 5, só se reflitam na morfologia em situa-
ções de estase crônica. Deve-se considerar também que nos
animais com clampeamento vascular, a concentração hepática
da NAC pode ser menor, porque a NAC aumenta o fluxo biliar
e é excretada pela bile, como observado por Holdiness10 .
O efeito da NAC pode ser direto, como um análogo
da glutationa tecidual, ou indireto, porque ela é considera-
da um precursor da glutationa. As medidas de glutationa
reduzida e glutationa oxidada permitiram verificar que não
houve alterações nas concentrações de glutationa total e
reduzida na presença de NAC. Desta forma, confirma-se a
hipótese de que a NAC atua diretamente protegendo o dano
celular13, 14.
Seu efeito protetor é atribuído a um efeito
antioxidante clássico, pela reação de oxirredução com as
espécies reativas de oxigênio produzidas na fase de
reperfusão. No presente estudo foi documentada a prote-
ção pela NAC na lesão por isquemia que não pode ser
explicada pela ação de limpeza (scavenger) de espécies
reativas de nitrogênio ou de produtos de degradação de
moléculas endógenas por estas espécies, já que nesta fase
não se formam quantidades importantes de espécies
reativas de oxigênio, pela ausência do substrato 13,15-17 . Os
resultados apresentados permitem concluir que a NAC pro-
tege o tecido hepático da lesão isquêmica normotérmica,
eliminando a congestão e atenuando o dano celular que
resulta em comprometimento funcional do órgão. O uso da
NAC durante um período de 30 min de isquemia
normotérmica é capaz de reduzir a liberação das enzimas
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e
desidrogenase lática e o aumento da concentração tecidual
de bilirrubina e leva a uma melhor preservação morfológica
do tecido à microscopia ótica e eletrônica. Consideramos,
portanto, que pacientes que necessitam ser submetidos à
isquemia hepática de forma eletiva possam se beneficiar
com o uso desta substância.
 ABSTRACT
 Background: The aim of this study was to investigate the effect of N-Acetylcysteine (NAC) on the hepatic ischemia injury.
Methods: Thirty eight male EPM-1 Wistar rats were divided in four groups: G1 and G2 with ischemia time of 30 min.; groups
3 and 4 were submitted to 30 min of ischemia and bile duct was not clamped. Animals from groups 2 and 4 received NAC,
150mg.Kg -1 bw, by IV injection, 15 min. before procedure. Blood samples were collected before and after ischemia and liver
function was evaluated by enzymatic measurement. Hepatic samples were processed to GSH/GSSG, light and electronic
microscopy evaluation. Non-parametric tests were applied to the statistical analysis (p < 0.05). Results: Enzymatic increase
were higher when NAC was absent. There was no protection by NAC when bile duct was absent nor  when bile duct was not
clamped. Under light microscopy there was significant difference in the groups S/NAC X C/NAC, showing that group C/NAC
maintained better parenchyma architecture during ischemia time, independent on bile duct clamp. Under electronic microscopy,
the groups C/NAC and those without bile duct clamping showed preserved cellular arquitecture.  NAC did not alter the
relationship between reduced glutathione / oxidated gluthatione (GSH/GSSG).Conclusion: NAC is able to protect hepatic
parenquime during normothermic ischemia and we purpose that such mechanism is related to a direct reaction of NAC with
nitric oxide (NO).
Key words: Acetylcysteine; Ischemia; Liver; Rats, Wistar.
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